
lU/ 

OTO^o'd PCT/PTO 



1 6 DEC m. 



516V46 



DOCKET NO.: 263432US0XPCT 

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 

IN RE APPLICATION OF: Bernard PAU et al. 
SERIAL NO.: NEW U.S. PCT APPLICATION 
FILED: HEREWITH 

INTERNATIONAL APPLICATION NO.: PCT/FR03/01842 
INTERNATIONAL FILING DATE: June 17, 2003 
FOR: OXALIPLATIN ANTI-RESISTANCE AGENT 



In the matter of the above-identified application for patent, notice is hereby given that 
the applicant claims as priority: 



Certified copies of the corresponding Convention application(s) were submitted to the 
Intemational Bureau in PCT Application No. PCT/FR03/0 1 842. Receipt of the certified 
copy(s) by the Intemational Bureau in a timely manner under PCT Rule 17.1(a) has been 
acknowledged as evidenced by the attached PCT/IB/304. 



REQUEST FOR PRIORITY UNDER 35 U.S.C. 119 
AND THE INTERNATIONAL CONVENTION 



Commissioner for Patents 
Alexandria, Virginia 22313 



COUNTRY 
France 



APPLICATION NO 
02 07417 



DAY/MONTHATEAR 
17 June 2002 



Respectfully submitted, 

OBLON, SPIVAK, McCLELLAND, 

MAIER & NEUSTADT, P.C. 




Customer Number 



(703) 413-3000 

Fax No. (703)413-2220 

(OSMMN 08/03) 



22850 



Norman F. Obion 
Attorney of Record 
Registration No. 24,618 
Surinder Sachar 
Registration No. 34,423 

Corwin R Umbach, Ph.D. 
Registration No. 40,21 1 



BEST AVAILABLE COPY 



1' 

0 



QUE FRANQAI*' Me. 



03/01842 



16 DEC ^004 




INSTITUT 
NATIONAL DE 
LA PROPRIBTB 
IHDUSTRIELLE 




BREVET D'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'ADDITION 



COPIE OFFICIELLE 



Le Directeur general de rinstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une deniande de titre de propriete 
industrielle deposee a rinstitut 



Fait a Paris, le . 



2 3 SEP. 2003 



DOCUMENT DE PRIORmfe 

PR^SEl^EQU TRANSMIS 

conformeKient a la 

REGLEM4^a)OUb) 

0*^ iff^ '■' 



Pour le Directeur ^ndral de Tlnstrtut 
national de la propri6t6 industrielle 
Le Chef du DSpartement des brevets 




INSTITUT 
NATIONAL OE 
LA PROPRIETE 
INDUSTRIELLE 



SIEGE 

26 bis. rue de Saint Petersbourg 
75800 PARIS cedexOS 
Titdphone : 33 (0)1 53 04 53 04 
T^ldcople : 33 (0)1 53 04 45 23 
www.Inpt.fr 



Martine PLANCHE 



CTSRI leCCMPNT PIIRI tti MATIONAI raCB OAQ t A » ni M« «1.44« All lA AUBII IQQI 




mSTITUT 
HMiOttAL »e 

inouaTRtKLtG 



CEKTIFICAT D'UTIJ 

Code de la propriete intellectuend 



U354'02 



26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

T6l6phone : 33 (1) 53 04 53 04 TAlecopie : 33 (1) 42 94 86 54 



REMISE OES PIECES 

17 JUHvJ 2002 
75 INPI PARIS 

D*ENREGISTREMENT 0'^Q7-4 1 7 

NATIONAL ATTRIBUe PAR tlNPI 

DATE DE DtPflT ATTRIBU£E 
PAR LMNPI 



page 1/2 

Get imprime est remptir tislblement a Tencre noire 



1 7 JUIN 2002 



Vos references pour ce dossier 

(faaiMif) o-^Qs^n ntmAA TKO . 



^ NOM ET ADRESSE DU DEMANDEUR OU DU WIANDATAIRE 
A QUI LACORRESPONDANCE DOIT EIRE ADRESS^E 



Cabinet REGIMBEAU 
20, rue de ChazeUes 
75847 PARIS CEDEX 17 
FRANCE 



Confirmation d'un d6p6t par t6l6copie 



□ N° attribue par I' INPI a la tdlfecopie 



- 



Demande de brevet 
Demande de certificat d'utilit§ 



□ 



Demande divisionnaire 

Demande dc hmvt biilUde 
01! dmamk de ceriiftcat d 'uUlUe hi male 
Transfornnation d*une demande de 
brevet europeen Demande de hm^t iniliah 



□ 
NO 

□ 



Date 11^1 
Date I I L 



Date 



TITRE DE L'lMVEMTlOW (200 caracteres ou espaccs inaximuni) 
AGENT ANTI-RESISTANCE A L'OXALIPLATINE 



DECLARATiOE^ DE PRIOmXE 
OU REQUETE DU BES^EFICE DE 
LA DATE DE DEPOT D'UWE 
DEflQANDE ANTERIEUEtE FRAPa^AlSE 



Pays ou organisation 
Date I I ! I : 



Pays ou organisation 
Date I II. 



Pays ou organisation 

Date I I I I 



□ S'il y a d'autres priorites, cochez ta case et utillsez (Mmprime aSuitei) 



Personne morale 



□ Personne physique 



Norn 

ou denomination sociale 

Prenoms 
Forme juridlque 
N° SIREN 
Code APE-NAF 



CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) 



ETABLISSEMENT PUBLIC A CARACTERE SCIENTIHQUE ET TECHNO. 

■ f t I t 1 i t T • 

■30498VilU 



Domicile 
ou 

siege 



Rue 



3, rue Michel Ange> 75016. PARIS 



Code postal et ville 



J 



Pays 
Natlonalite 

N*' de telephone (faciduillf) 
Adresse electronlque (faadUdif) 



PRANCE 
Fran^aise 



N** de tel^cople {faadtalifn 



pemplir imperatlvement la 2^ page 



y 0 ' 




INSTITU1 
UAflOnAL PC 
LAPnOPRIOTI 
INDUSTOIKUC 



CEKTJFICAT 



page 2/2 




REMISE DES PIECES 
1-OATE 



I Reserve k UHP\} 



UEU 



17 JUJN 2002 
75 INP! PARIS 

0207417 



N*' O'ENREGISTREMENT 
NATiONAl ATTRIBU^ PAR LINPl 



Vos references pour ce dossier : 

iJhaiUaUp 



■ 



239852 THG 



Nom 
Prenom 

Cabinet ou Societe 

N °de pouvoir permanent et/ou 
de lien contractual 



Adresse 



Rue 



Cabinet REGIMBEAU 



20, me de Chazelles 



Code postal et ville 



Pays 

N° de t^l6phone (facHliatif) 
N** de telecopie (faadtadfi 
Adresse ^lectronique (JacultatiJ) 



ARIS CBDEX 17 



01 44 29 35 00 
01 44 29 35 99 
mfo@regimbeau . fr 



Les demandeurs et les inventeurs 
sent les memos personnes 



n Oui 

ftjj Non : Dans ce cas rempHr le formulaire de Designation dlnventeur(s) 



feablissement immediat 
ou etablissement differe 



□ 



Paiement echelonn^ de la redevance 

(en detixtvnemeats) 



Uniquement |»ur tes personnes phsfsiques effectuant elle&menies ieur propre depot 

□ Oui 

□ Non 



REDUCTIOI^ DU TAUX 
DES REDEVAS^CES 



liniquement pour ies personnes physiques 

□ Requise pour la premiere fois pour cette invention (joindf^ un avisde mm-imposition) 

□ Obtenue anterieurement d ce depot pour cette invention (jo 'mdr^ urn copie de la 
dMsion d'admisslan d tasnistemce grahiHe ou indiquersa refemice) : AG I — , — i — ; 1 



Si vous avez u^ltse rimprimd aSuiten, 
f ndiquez ie nombre de pages Jointes 



^ Si&I^ATURE DU DEMAI^DEUR 
on DU SVlASl^DATAiRE 
(Nom et qualtte du signatafre) 




VISA DE LA PREFECTURE 
OU DE L'lNPI 




La loi n'^yS-l? du 6 janvier 1978 relative h I'informatique. aux fichiers et aux libe/tes s'applique aux reponses faites ^ ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernent aupr^s de riNPI. 



L'invention concerne le traitement de cancers chez des patients presentant une 
resistance k Toxaliplatine. 

L'invention concerne notaniment le diagnostic de la resistance des cancers colo- 
rectaux au medicament anti-tumoral "oxaliplatine" (denomination commune 
5 intemationale de ce produit, dont le nom commercial est TEloxatine). 

L'invention concerne egalement la reduction de cette resistance par des traitements 
appropries utilisant des agents « anti-resistance », ameliorant i'efficacit^ du traitement 
k base d'oxaliplatine (en association avec Toxaliplatine ou en deuxidme intention, 
apres developpement d*une resistance k Toxaliplatine). 

10 Les traitements chimiotherapeutiques des cancers colo-rectaux, malgr6 la 
disponibilite de molecules anti-tumorales actives conrnie I'oxaliplatine, voient leur 
efficacite tres limitee par la survenue frequente d^une resistance des cellules 
tumorales aux effets cytotoxiques des medicaments, utilises seuls ou en combinaison. *. 
La reduction de cette r6sistance est done un enjeu majeur pour la sante et Tindustrie 

15 pharmaceutique. Des traitements a Toxaliplatine, anticancereux dont I'adniinistration l 
vise a detruire les cellules canc^retises, sont notamment d6crits dans les documents ^ 
US 5 716 968, EP 943 331. i 
L'atteinte de cet objectify revenant a creer des traitements "anti-resistance" associ6s . 
aux medicaments anti-tumoraux comme Toxaliplatine, necessite I'identification de 

20 mecanismes mol^culaires jusqu'a present non 61ucid6s qui gouvement I'emergence 
de la resistance k Tint^rieur des cellules tumorales. 

^identification de ces mecanismes, inconnus a ce jour dans le cas de la resistance des 
cancers, notamment des cancers colo-rectaux, a Toxaliplatine, vise done 
principalement deux applications : 

25 - le diagnostic precoce de la resistance : il s'agit d'eviter des chimioth^rapies 

qui n'auraient aucun benefice therapeutique, alors qu'elles repr6sentent un 
risque toxique et un cout important, 

- le traitement par des medications contrariant ou contournant les mecanismes 
de resistance. 

30 II est important de noter qu'il n'existe dans Part anterieur aucun test precoce de 
resistance au traitement par Toxaliplatine. 



Resistance a rpxaliplatine: L'oxaliplatine est un sel de platine possedant un spectre 
d'activite anti-tumoral beaucoup plus large que les sels de platine conventionnels 
comme le cisplatine ounVcarbopiatme^T^TmSa^^ rdsTstance au cisplafme 

ont pu etre en grande partie elucides mais ne rendent pas compte de la resistance a 

5 I'oxaliplatine. Plus particulidrement, les deregulations des syst^mes de reparation 
MMR ou NER associees a la r6sistance au cisplatine ne conferent pas de resistance a 
Toxaliplatine. La resistance a Toxaliplatine restait jusqu'a la presente invention 
inexpliquee. L'oxaliplatine (CgH,4N204Pt, [ (IR, 2R)-1, 2-cyclohexanediamine- 
N, N*] [oxalato (2-)-0, O'] platinum), est un diaminocyclohexane connu pour 

10 endonimager TADN. La presente invention couvre la resistance a Toxaliplatine, ainsi 
que le cas echeant a des derives de Toxalipiatine qui donnent lieu egalement une 
resistance. 

Deux etudes, menees sur le meme modele cellulaire de cancer ovarien (lignee ATCC 
A2780), identifient un mecanisme potentiellement effecteur de la resistance a 

15 Toxaliplatine de ce type de cancer : une augmentation de glutathion intracellulaire, 
ainsi qu'ime diminution d' accumulation intracellulaire de platine et d'adduits ADN- 
platine sont associ^s k la resistance a Toxaliplatine. Mais ces etudes rfapportent pas 
de demonstration fonctionnelle a ces identifications. L'hypothese d' implication du 
glutathion est soulignee dans le document Cancer Lett 1996 Jul 19;105(1):5-14, 

20 Altered glutathione metabolism in oxaliplatin resistant ovarian carcinoma cells (El- 
akawi Z, Abu-hadid Perez R, Glavy J, Zdanowicz J, Creaven PJ, Pendyala L.), 
Department of Investigational Therapeutics, Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, 
NY 14263, USA. 

Une hypothese de Tintervention de mecanismes de reparation de TADN est avancee 
25 dans le document Cellular and Molecular Pharmacology of Oxaliplatin, Vol. 1, 227- 
235, January 2002 Molecular Cancer Therapeutic, (Eric Raymond, Sandrine Faivre, 
Stephen Chaney, Jan Woynarowski and Esteban Cvitkovic). 

Toutefois ces etudes ne permettent pas d'expliquer avec certitude les mecanismes de 
resistance observee. 

30 Ainsi, Tinvention vise a pallier les inconvenients de Part anterieur, et en particulier a 
elucider les mecanismes de resistance des cancers, notamment des cancers colo- 



rectaux, h roxaliplatine, pour pouvoir mettre en oeuvre un diagnostic precoce de la 
resistance au cours du traitement, et concevoir xme demarche pharmacologique 
rationnelle pouvant aboutlr a la mise an point de traitements « anti-resistance » mieux 
cibles sur ces mecanismes. 

5 Inverseraent, la realisation de tests diagnostiques precoces de la resistance permettra, 
au moins, d'informer le medecin cancerologue de la ndcessite de reorienter le 
traitement (par exemple en introdmsant d'autres medicaments dans le schema 
therapeutique). Le benefice en sera la reduction d'effets ind6sirables et la limitation de 
d^penses de sante inutiles. De plus, la disponibilite de traitements specifiques 

10 (medicaments, therapies geniques,.*) contrariant ou contournant la resistance au 
niveau des mecanismes mis en Evidence (apoptose mitochondriale), restaurera 
refficacite de Toxaliplatine. Le benelBce sera evidemment medical mais egalement 
economique : le gain d'efficacite justifiera le maintien et I'extension de Tutilisation de 
roxaliplatine. 

15 Les inventeurs ont eu k resoudre plusieurs probl^mes techniques dont la mise en place 
d'un modele experimental fiable (selection et caractetisation de lignees cellulaires 
resistantes a Toxaliplatine k partir de lignees referencees) et Texploration de ce 
module (identification de Talteration de I'apoptose mitochondriale en tant que 
marqueur de la resistance specifique k Toxaliplatine). 

20 Les inventeurs ont r^ussi k demontrer que la resistance a Toxaliplatine est associee a 
Texpression anormale de genes d'apoptose mitochondriale. L'art anterieur decrit des 
composes inducteurs d'apoptose agissant directement et specifiqiiement au niveau 
mitochondriaL Toutefois le lien entre I'apoptose mitochondriale (AM) et des 
mecanismes de resistance a Toxaliplatine n*est nuUement decrit ou suggere dans Tart 

25 anterieur. 

Les inventeurs ont ainsi mis au point une metliode de diagnostic de la resistance k 
roxaliplatine, reposant sur la mise en evidence de raarqueurs de I'alteration de 
Tapoptose mitochondriale dans les cellules tumorales, par tout moyen approprie : 
biochimique comme Timmunodetection, genetique comme le sequen9age ou la 
30 quantification des transcrits. 
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Ainsi selon un premier aspect T invention concerne un precede de detection, in vitro 
oil in vivo, de la resistance de cellules canc6reuses a un traiteinent a Toxaliplatine, 
comprenant Ta mesure de Tapoptose mitochondriale de cellules cancereuses traitees 
ou pouvant ou devant etre traitees a Toxaliplatine. Par resistance de cellules 
5 canc6reuses traitees h Toxaliplatine on entend que les cellules canc6reuses, d'un 
patient ou en culture, resistent au traitement a Toxaliplatine de maniere telle que ce 
traitement n'est pas totalement satisfaisant car ne permettant pas de les detruire h un 
niveau sufBsant. 

Ce precede de detection concerne notamment les cancers colorectaux. Cependant 
10 d'autres cancers dont le traitement comprend T administration d'oxaJiplatine font 
egalement partie de Tinvention, en particulier certains cancers des ovaires, des 
cellules germinales, du poumon, des voies digestives, de la prostate, du pancreas, de 
rintestin grele, de Testomac. 

Selon une realisation le precede de detection comprend la mesure de I'expression 
15 d'au moins im gene d'apoptose mitochondriale. Par « expression d'au moins un gene 
d'apoptose mitochondriale », on entend le niveau d'expression d'au moins un gene 
efifecteur ou marqueur d'apoptose mitochondriale. Par gdne effecteur, on entend un 
gene responsable au moins en partie de I'apoptose mitochondriale, cette expression 
pouvant se traduire notamment par la quantite d'ARNm produite, la quantite de 
20 proteines codecs par ces genes, le niveau d'activite de ces proteines. Par exemple un 
niveau d'apoptose faible peut gtre du a la synthese d'une proteine d'apoptose dont la 
sequence differe par rapport a celle d'un patient non resistant, la quantite de proteine 
etant normale mais son activity biologique 6tant plus faible. Par gdne marqueur on 
entend un g^ne qui n'est pas necessairement impliqu6 dans les mecanismes de 
25 I'apoptose mitochondriale, mais dont le niveau d'expression est corr^l^ d un niveau 
d'apoptose determine. 

Parmi les genes effecteurs ou marqueurs d'apoptose mitochondriale, on pourra en 
particulier analyser, en plus des g^nes deja etudies par les inventeurs (gene Bax 
notamment), des genes connus pour leur implication dans les mecanismes d'apoptose 
30 mitochondriale, decrits notamment dans le document US 6 268 398 : 



- des facteurs iaitiant ou stimulant la cascade d*apoptose et/ou I'activite de 
proteases caspases (Thomberry and Lazebnik, Science 281:1312-1316, 1998), 
tels que le cytochrome c, qui sont liberes suite a un stress oxydatif ; 

- des « facteurs inducteurs d'apoptose » d^crits dans Murphy, Drug Dev, Res. 
5 46:18-25, 1999; 

- des facteurs induisant la condensation de la chi-omatine (Marchetti et al.. 
Cancer Res. 56:2033-38, 1996) qui pr6c6de Tapoptose ; 

- des protdines Bcl-2, connues pour leur activity anti apoptose, situ6es dans la 
membrane exteme des mitochondries (Monaghan et al., J, Histochem. 

10 Cytochem. 40:1819-25, 1992), qui protegent les membranes contre le stress 

oxydatif (Korsmeyer et al, Biochim. Biophys. Act. 1271:63, 1995 ; Nguyen et 
al., J. Biol. Chem. 269:16521-24, 1994) notamment en bloquant la liberation 
de cytochrome c et Tactivation de la caspase 3 (Yang et al. Science 275:1 129- 
1 132, 1997; Kluck et aL,:Science 275:1 132-1 136, 1997). 

15 L'homme du metier dispose de nombreuses tecliniques appropriees de mesure de 
Texpression de g&nes. On citera par exemple : 

- la mesure d'ARNm et d'ADNc, a I'aide de tecliniques de RT-PCR, de 
Northern blot, d'hybridation k des banques de cDNA (Sambrook et al.. 
Molecular Cloning-A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, New 

20 York (1989), de techniques de differential display (Liang et al, 1995, Curr. 

Op. Immunol. 7:274-280 ; EP 534 858), de techniques utilisant des puces a 
ADNc ou des oligonucleotides (Eisen, M. B. and P. O. Brown, Methods 
Enzymol, 303:179-205 (1999); Brown, P. O. and D. Botstein, Nat Genet, 
21(1 Suppl):33-7 (1999); Cheung, V, G., et al., Nat Genet, 21(1 Suppl):15- 

25 9(1999)) ; 

- la mesure de proteines k Taide d'analyses western-blot, 
immunohistochimiques. 

Par exemple, la quantification de cytochrome c peut utiliser une methode 
spectrophotom6trique, immunochimique. La liberation de cytochrome c des 
30 mitochondries peut etre suivie par exemple a Taide de methodes immunologiques, de 
la spectrom^trie MALDI-TOF couplee a une capture par affmite (notamment pour 




rapocytochrome c et I'holo cytochrome c), du systeme SELDI (Ciphergen, Palo Alto, 
USA). 

La mesure de Pactivite de caspases peut utiliser des tests sur des substrats de 
caspases (EUerby et al., 1997 J Neurosci. 17:6165), tels que le peptide marque 
5 synthetique Z-Tyr-Val-Ala-Asp-AFC, Z 6taiit un groupement benzoyle carbonyle et 
AFC le 7-amino-4-trifluoromethylcoumarin, sur des proteines nucleaires telles que le 
UI-70 kDa et le DNA-PKcs (Rosen and Casciola-Rosen, 1997 J. CelL Biochem. 
64:50; Cohen, 1997 Biochem. J. 326:1). 

Dans la mesure oxi le niveau anormalement faible d'apoptose mitochondriale peut 
10 etre du a plusieurs gfenes, la detection peut inipiiquer la mesure du niveau 
d'expression de plusieurs gfenes d'apoptose : on peut ainsi determiner le profil 
d'expression de plusieurs genes compart entre des patients dont on diagnostique la 
resistance et des patients non r6sistants. En determinant des profils d'expression 
suffisamment precis, le cUnicien pourra detecter iin phenotype resistant, mais aussi 
1 5 prevoir des resistances pour optimiser la therapie. 

Les genes d'apoptose mitochondriale peuvent faire partie de 1' ADN mitochondrial ou 
de I'ADN nucl^aire. 

Selon une realisation, le procede de detection comprend la mesure de la quantite de 
proteine Bax dans les cellules cancereuses, la mesure des ARNm codant la prot^ine 
20 Bax. 

Selon une realisation le procede de detection comprend : 

a) la determination du niveau d'apoptose mitochondriale et/ou du 
niveau d 'expression d'au moins un gene d'apoptose 
mitochondriale de cellules cancireuses prelevees chez un patient 

25 traitees k I'oxaliplatine ; 

b) la comparaison du niveau d'apoptose mitochondriale avec un 
echantillon contrdle d'un patient non resistant k I'oxaliplatine. 

Un niveau d'apoptose mitochondriale inferieur indique une resistance. Un niveau 
d'expression inferieur indique une resistance dans le cas d'un gene effecteur 
30 stimulateur de I'apoptose mitochondriale, un niveau d'expression superieur indique 
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tine resistance dans le cas d'un gene effecteur inhibiteur de Papoptose 
mitochondriale. 

Les ecarts de niveaux d'expression analyses sur un nombre suffisant de patients 
permettent de determiner le risque et le degre de resistance, les ecarts quantitatifs 
significatifs observes pouvant etre faibles ou eleves selon les genes impliques. 
On pent utiliser des echantillons par exemple de biopsies sur un individu atteint d'un 
cancer a diff6rents moments. Par exemple, un premier echantillon correspond a 
rinstant du diagnostic et un second echantillon est obtenu k un second instant apres 
un traitement du patient avec une composition comprenant un agent anti-resistance, 
Le diagnostic pent aussi etre effectu6 suite k une th^rapie genique, par exemple pour 
^valuer le niveau d'apoptose mitochondriale suite au transfert de sequences d'acides 
nucleiques codant pour des proteines d'apoptose mitochondriale. 
L'invention concerne egalement un procede pour la detection de cellules cancereuses 
. resistantes a Toxaliplatine comprenant la mise en contact de Techantillon biologique 
examine avec au moins un anticorps capable de reconnaitre une proteine d'apoptose 
ou un fragment biologiquement actif de cette proteine, et la mise en evidence du 
complexe antigfene-anticorps eventuellement fomi^. 
Pour la mise en oeuvre de ce proc6d6 on pourra utiliser un kit comprenant : 

a) un anticorps par exemple monoclonal ou polyclonal ; 

b) eventuellement les r^actifs pour la constitution du milieu propice k la 
reaction immunologique ; 

c) eventuellement les reactifs permettant la mise en evidence des complexes 
antigdnes-anticorps produits par la reaction immunologique. 

Ainsi, des anticoips peuvent etre utilises pour detecter les proteines d'apoptose sous 
exprimees. De preference, pour une proteine d'apoptose donnee, les anticorps 
reconnaissent les Epitopes de la prot6ine qui ne sont pas presents dans d*autres 
proteines. 

Les anticorps destines k reconnattre specifiquement un ou plusieurs epitopes des 
proteines d'apoptose, en particulier la proteine Bax, peuvent etre notamment des 
anticorps monoclonaux, polyclonaux, humanises, chimeriques, des anticorps simples 




chaines, des fragments Fab, des fragments Fab'2, des fragments produits par une 
banque d'expression Fab, des anticorps anti-idiotypiques. 

Les anticorps monoclonaux, population homogene d'anticorps pour un antigene 
particulier, peuvent etre obtenus a Taide de techniques connues de I'homme du metier 
5 telles que la technique des hybridomes de Kohler et Milstein (Nature 256:495-497, 
1975; and U.S. Pat. No. 4,376,110), la technique des hybridomes de cellules B 
humaines (Kosbor et al.. Immunology Today 4:72, 1983; Cole et ah, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 80:2026-2030, 1983), la technique des hybridomes EBV (Cole et al., 
"Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy," Alan R. Liss, Inc. pp. 77-96, 1985). 
10 On pent egalement preparer des anticorps monoclonaux a Taide de kits de banques 
de phage display commercialises par Pharmacia ou Stratagene. 

Des anticorps chimeriques peuvent etre obtenus selon une technique de Morrison et 
al., Proc, Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855. Des banques d'expression Fab peuvent 
etre construites selon la technique de Huse et al.. Science 246:1275-1281, 1989. Des 
15 anticorps anti-idiotypiques peuvent Stre obtenus par la technique de Greenspan et 
Bona, FASEB J. 7:437-444, 1993. 

Selon un autre aspect Tinvention conceme un procede de detection de la resistance 
d'un cancer h Toxaliplatine comprenant la detection in vitro ou in vivo d'au moins 
une mutation indicatrice d'une apoptose defectueuse de cellules cancereuses en cas 

20 de traitement a I'oxaliplatine. L'identification de telles mutations permet un 
diagnostic precoce qui permet de mieux cibler la therapie et d'eviter des traitements 
inappropries. Le sequen9age compai'e de genes d'apoptose entre des patients dont on 
diagnostique precocement la resistance et des patients resistants pent egalement etre 
utilise. Ainsi le proc6de de detection peut comprendre par exemple la detection d'une 

25 mutation dans une r6gion du gene Bax contenant une s6rie de 8 deoxyguanines. 

L'invention conceme Egalement un procede pour la detection de cellules cancereuses 
resistantes a I'oxaliplatine mettant en oeuvre au moins une sequence amorce ou sonde 
sp^cifique d'un gene d'apoptose mitochondriale tel que le gene Bax, obtenue par des 
techniques appropriees de construction utiiisant des sequences reperees par exemple 

30 dans Genbank. 

L'invention concerne ainsi un procede comprenant : 



m m 



a) risolement de TADN mitochondrial k paitir de Pecharxtillon biologique k 
examiner, ou I'obtention d'un ADNc a partir de TARN de I'echantillon 
biologique ou d'ADN genomique; 

b) ramplification specifique de TADN du a) a Taide d'au moins une amorce 
5 d'amplification d'un gene d'apoptose mitochondriale notamment du gene 

Bax. 

On pourra utiliser ainsi un kit de diagnostic de la resistance a Poxaliplatine 
comprenant des moyens d'extraction de TADN mitochondrial de cellules 
cancereuses, des moyens de detection et d' amplification d'ARNm de genes 
10 d'apoptose mitochondriale, par exemple du gfene Bax, ou d'ADN g6nomique. 
L' invention conceme egalement un procede comprenant : 

a) la mise en contact d'une sonde nucleotidique d'un gene d'apoptose 
mitochondriale tel que le gene Bax avec Techantillon biologique analyse, 
i'acide nucleique de Techantillon ayant le cas echeant prealablement ete 

15 rendu accessible a Thybridation, dans des conditions permettant 

rhybridation de la sonde et de I'acide nucleique de I'echantillon 

b) la mise en evidence de rhybride.6ventuellement form6. 

On pourra utiliser un kit de diagnostic de la r&istance a Toxaliplatine comprenant 

a) au moins im compartiment adapte pour contenir une amorce ou 
20 une sonde ; 

b) eventuellement les reactifs necessaires a la mise en oeuvre d'une 
reaction d'hybridation ; 

c) eventuellement au moins une amorce et les reactifs necessaires a 
une reaction d'amplification de TADN. 

25 Selon un autre aspect I'invention conceme un proced6 visant k determiner si un 
traitement k Toxaliplatine doit etre poursuivi et/ou complete, caiacterise en ce quMl 
comprend : 

a) I'obtention d'au moins deux echantillons comprenant des cellules cancereuses 
issues du patient en cours de traitement k Toxaliplatine ; 
30 b) la mesure du niveau d'apoptose mitochondriale, par exemple a I'aide de la mesure 
d'expression de la proteine Bax, dans les echantillons ; 




c) la poursuite du traitenient lorsque le niveau d'apoptose ne diminue pas lors du 
traitement. 

Selon un autre aspect Tinvention concerne un proc6d6 de selection de composes 
inhibiteurs de la resistance k Toxaliplatine, designes composes anti-resistance, le 
5 proc6d6 comprenantla mesure de Texpression d'au moins un g^ne d'apoptose 
mitochondriale avant puis apres Taddition d'un compose candidat i des cellules 
cancereuses d'un patient r^sistantes a Toxaliplatine. 

In vitro, le proced6 peut comprendre Taddition d'au moins un compos6 candidat k 
des cellules cancereuses prelevdes sur un patient resistantes a Toxaliplatine, la 

10 comparaison du niveau d'apoptose mitochondriale et/ou d'expression de genes 
d'apoptose en presence et en absence du compose, la deduction de Teffet anti- 
resistance lorsque le niveau d'apoptose est sup6rieur apres I'addition du compose. 
L'effet anti-resistance est egalement deduit si le niveau d'expression apres addition 
du compost est superieur lorsque le gdne est un gdne stimulateur d'apoptose, et 

1 5 inferieur lorsque le gene est un gene inhibiteur de I'apoptose mitochondriale . 

In vivo le proc6de de selection peut comprendre, chez un patient traits a 
I'oxaliplatine et resistant k I'oxaliplatine : 

a) Tobtention a un premier instant d'un premier echantillon comprenant des 
cellules cancereuses du patient ; 

20 b) r administration du compose candidat au patient ; 

c) Tobtention a un second instant d'un second echantillon comprenant des 
cellules cancereuses du m6me patient ; 

d) la determination du niveau d'apoptose mitochondriale et/ou du niveau 
d'expression d'au moins un gene d'apoptose mitochondriale tel que le 

25 gene Bax dans le premier et le second Echantillon ; 

e) la deduction de l'effet anti-r6sistance k I'oxaliplatine du compose lorsque 
le niveau d'apoptose est sup6rieur dans le second echantillon* 

L'effet anti-resistance est egalement deduit si le niveau d'expression est superieur 
dans le second echantillon lorsque le gene est un gene stimulateur d'apoptose, et 
30 inferieur si le gene est un gene inhibiteur de I'apoptose mitochondriale. De tels 
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proc6d6s in vivo concement de preference des composes d^riv^s de compos6s d^j^ 
identifies comme anti-resistants. 

Par agent anti-r6sistance on entend un compost capable de diminuer, de preference 
de compenser totalement, la resistance des patients a I'oxaliplatine. Ces agents anti- 
resistance sent destines a retablir le niveau normal d'expression d'au moins un gene 
d'apoptose mitochondriale, soit directement, soit indirectement par exemple par 
I'activation ou I'inhibition de molecules regulatrices de I'expression de ces genes. Un 
agent anti-resistance pourra par exemple bloquer I'activite d'un compose responsable 
d'une inhibition anormale de Tactivite de genes d'apoptose au niveau de la 
transcription, de la traduction, ou de I'activite d'une proteine. 
On peut rechercher des composes candidats notamment parmi des petites molecules, 
des polypeptides (par exemple oligopeptides, anticorps, fragments d'anticorps), des 
acides nucieiques. Les procedes de criblage d'agents antiresistance a I'oxaliplatine 
font typiquement intervenir des banques de molecules connues de I'homme du metier 
telles que des banques de substances biologiques (proteines notamment), des banques 
de substances synthetiques. 

Des banques de composes peuvent se presenter sous forme de solution (e.g., 
Houghten (1992) Biotechniques 13:412-421), sur des billes (Lam (1991) Nature 
354:82-84), sur des puces (Fodor (1993) Nature 364:555-556). On peut egalement 
utiliser des banques decrites dans les documents US 5 292 646 et 5 270 281. 
On pourra etudier en particulier Teffet de composes deja connus de I'homme du 
metier comme stimulateurs de I'apoptose mitochondriale, tels que le TNF (facteur de 
necrose des tumeurs), le FasL, le glutamate, I'Herbimycin A (Mancini et al., J. Cell. 
Biol. 138:449-469, 1997), le Paraquat (Costantini et al.. Toxicology 99:1-2, 1995), 
des inhibiteurs de proteines kinase tels que la Staurosporine, la Calphostin C, les 
derives de la d-erythro-sphingosine, le chlorure de Cheierythrine, des inducteurs de 
MAP kinase tels que I' Anisomycine, des inducteurs de MPT categoric dont fait partie 
la proteine Bax (Jurgenmeier et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:4997-5002, 
1998). 

Pairai les tests pemiettant de mesurer le niveau d'apoptose mitochondriale, on peut 
citer Ja mesure de I'activite enrymatique de complexes mitochondriaux ETC I, II, III, 



IV et de I'ATP synthetase, la mesure de la consommation mitochondriale d'oxygene 
(Miller et al, J. Neurochem. 67:1897, 1996), la mesure de Tetat d'oxydatlon du 
cytodSome^ nrn, la mesure duTtress oxydatif en"pfesenc^ 

absence de I'agent anti-resistance, 

5 Selon un autre aspect Tinvention concerne Tutilisation d'au moins un agent anti- 
resistance stimulateur de Papoptose mitochondriale pour la preparation d'un 
medicament chez des patients pr^sentant ou susceptibles de presenter mie resistance a 
Toxaliplatine. Par patient resistant on entend un patient pr6sentant des cellules 
canc^reuses r6sistantes a Toxaliplatine. On peut utillser un tel agent anti-r6sistance 

10 chez des patients pr^sentant une r^ponse partielle au traiteraent h Toxaliplatine pour 
ameliorer Tefficacite du traitement. 

Selon une realisation les composes anti-resistance sont issus d'un procede de 
selection tel que decrit precedemment. L'homme du metier dispose de tests 
suffisamment decrits dans la demande pour selectionner ces composes ; Tinvention 

15 couvre done egalement Tutilisation de ces composes, mSme si la structure chimique 
precise des composes n'est pas totalement identifiee : si un compose test6 r^pond aux 
criteres de selection (en particulier stimulation de Tapoptose, augmentation de 
I'expression d'au moins un gene stimulateur d'apoptose, diminution de I'expression 
d'au moins un gtee inhibiteur d'apoptose.), alors Thomme du metier pourra Putiliser 

20 pour la preparation d'un medicament anti-resistance a Toxaliplatine sans avoir 
necessairement besoin de connaitre sa structure chimique. 

Le traitement ciblera plus specialement les cellules cancereuses ayant acquis la 
resistance a Toxaliplatine. Le traitement vise a retablir un niveau d'expression ou 
d'activite de genes impliques dans Tapoptose mitochondriale suffisant pour que les 
25 cellules cancereuses r^sistantes reengagent plus activement ce processus. On 
recherchera une apoptose normale similaire k celle de cellules cancereuses non 
resistantes, ou au moins une augmentation de T apoptose mitochondriale suffisante 
pour reduire les symptomes cliniques. 

Le traitement du patient fera intervenir typiquement Tassociation de Toxaliplatine et 
30 d'au moins un agent anti-resistance, selon une administration qui peut etre 
simultanee, separee ou etalee dans le temps. La quantite d'agents anti-resistance a 




administrer aux patients doit etre suffisante poxir §tre therapeutiquement efficace, 
pour r^duire au moins partiellement la resistance a roxaliplatine. Le traitement 
combinant ToxaHplatine et au moins un agent de antiresistance a I'oxaliplatine, chez 
un patient resistant, vise de maniere preferentielle a obtenir une efficacite 
5 therapeutique au moins egaie a celle d'un traitement a Toxaliplatine chez un patient 
non resistant. 

LMnvention conceme egalement une m^thode de traitement d'un patient resistant a 
Toxaliplatine ou susceptible de presenter une resistance k Toxaliplatine, comprenant 
r administration d'au moins un compost stimulateur de Tapoptose mitochodriale. 
10 L'invention concerne Egalement un proced6 pour inhiber une resistance k 
Toxaliplatine chez Thomme, comprenant Tadministration d'un compose capable de 
stimuler selectivement Tapoptose mitochondriale de cellules cancereuses, chez un 
patient requerant un tel traitement anti-resistance. 

La toxicite et Tefficacite therapeutique des agents anti-resistance peuvent Stre 
15 determinees par des techniques standard d'exp^rimentation sur les cultures de cellules 
ou des animaux de laboratoire. La transposition sur des patients humains connaissant 
ces doimees est obtenue a Faide de methodes appropri^es. 

Une formulation selon Tinvention comprend de Toxaliplatine typiquement dans une 
quantity de 1 k environ 10 mg/ml, de preference 1 a 5 mg/ml, et encore pr^feree de 2 

20 ^5 mg/mL Les doses d'oxaliplatine administrees au patient resistant seront 
typiquement de Fordre de 10mg/m2/jour a 250mg/ m2/jour, de preference 20mg/ 
m2/jour a 200mg/ m2/jour, de preference entre 50 et 1 50mg/ m2/jour. 
L'administration peut etre repetee pendant des cycles de 1 a 5 jours espaces d'un 
intervalle de 1 a 5 semaines. Pour des patients presentant une plus forte resistance, le 

25 clinicien determinera la dose d'oxaliplatine appropri^e, la dose rfagents anti- 
resistance, la duree du traitement. 

On pourra associer le cas ech6ant k I'oxaliplatine et a Tagent anti-resistance au moins 
un compose coimu de Thomme du metier pour renforcer Tefficacite et/ou la stability 
de Toxaliplatine ; de tels agents sont decrits dans les documents EP 943 331 et WO 
30 0166102. 



L'oxaliplatine sera typiquement associee a iin transporteur pharmaceiitiquement 
acceptable, tel qu'un soivant approprie. Le transporteur sera en general de Teau, ou un 
ou plusieurs solvants, ou un melange d'eau et d'un ou plusieurs solvants appropries. 
On pouna preferer de Teau pure sterile pour injection et parmi les solvants : les 
5 polyalkylene glycols teis que le polyethylene glycol, le polypropylene glycol, le 
polybutylene glycol et analogues, T^thanol, le polymere l-vinyl-2-pyrrolidone, des 
solutions de sucres pharmaceutiquement acceptables telles que le lactose, le dextrose, 
le sucrose, le mannose, le mannitol, les cyclodextrines ou analogues. Le pH des 
formulations en solution d'oxaliplatine est typiquement de 2 a 5, de preference de 3 a 
* 10 4,5. 

Les formulations de la presente invention seront administrees aux patients par des 
voies conventionnelles appropriees, typiquement par voie parenterale (par exemple 
intraveineuse, intraperitoneale et analogues). L*administration intraveineuse se fera 
par exemple sur une p^riode de 12 heures k 5 jours, Le pourcentage du compost actif 

15 dans les formulations mixtes selon I'invention comprenant Toxaliplatine et au moiris 
un agent de resistance, est adapte selon le dosage et le degre de resistance t 
Toxaliplatine en particulier. Le dosage approprie pour un patient particulier sera 
determine notamment en fonction du type d'administration choisi, de la duree du 
traitement, de la taille, de Tage, de la condition physique du patient, du degre de 

20 resistance a Toxaliplatine, de la reponse du patient a la composition. 

L'incorporation de I'agent antiresistance dans la composition d^oxaliplatine s'effectue 
par les techniques appropriees. 

Pour une administration orale a I'aide de pastilles, poudres, granules et analogues, on 
pourra utiliser des excipients tels que le lactose, le chlorure de sodium, le sucrose, le 

25 glucose, I'uree, Tamidon, le calciimi, le kaolin, la cellulose cristalline, Tacide 
salicyllique, la methyle cellulose, le glycerol, Talginate de sodium, la gomme 
arabique et analogues. On pourra utiliser des agents de liaison habituels tels que des 
solutions de glucose, des solutions d'amidon, des solutions de gelatine. On pourra 
utiliser des desintegrants tels que Tamidon, I'alginate de sodium, la poudre d'agar, le 

30 carbonate de calcium. Parmi les agents absorbants, on pourra utiliser I'amidon, le 



lactose, le kaolin^ la bentonite, Pamii les lubrifiants, on pourra utiliser le talc purifie, 
les sels d'acides st6ariqiies, le polyethylene glycol. 

On prendra soin pour la formulation d'eviter des probl^mes eventuels dus a 
rassociation d'oxaliplatine et d'un agent anti-resistance tels que les problemes de 
precipitation des composes. 

Une composition therapeutique d'oxaliplatine comprendra typiquement 0,005% a 
95%, de preference 0,5 a 50% d'oxaliplatine et d'agents anti-resistance. 
Sur le plan du mecanisme d'action, selon une realisation, Tagent anti-r6sistance est 
un agent stimtilateur de Texpression d'au moins un gene d'apoptose mitochondrials 
Selon une realisation, Tagent anti-resistance est une molecule capable d'inhiber 
Pexpression de genes inhibiteurs de Tapoptose mitochondrials On pourra utiliser des 
oligonucleotides antisens complementaires d'ARNm codant des molecules 
inhibitrices de Fexpression de genes effecteurs d'apoptose. L'oligonucleotide antisens 
se liera specifiquement a I'ARNm de telles molecules inhibitrices en inhibant leur 
traduction. La complementarite devra etre sufEsante pour que Thybridation avec 
TARNm -de la molecule inhibitrice coriduise k la formation d'hybrides stables. 
Typiquement on utilisera des antisens d'une longueur comprise entre 6 et 50 
nucleotides typiquement d'au moins 10 a 20 nucleotides. Les antisens peuvent €tre 
synthetises par des methodes connues de Thomrae du metier en utilisant des 
nucleotides modifies pour augmenter la stabilite du duplex antisens/sens. On peut 
utiliser par exemple les nucleotides modifies suivants : 5-fluorouracile, 5- 
bromouracile, 5-chlorouracile, 5-iodouracile, hypoxanthine, xanthine, 4- 
acetylcytosine, 5-(carboxyhydroxylmethyl) uracile, 5-carboxymethylaminomethyl-2- 
thiouridine, 5-carboxymethylaminomethyluracile, dihydromacile, beta-D- 
galactosylqueosine, inosine, N6-isopentenyladenine, 1-methylguanine, I - 
methylinosine, 2,2-dimethylguanine, 2-methyladenme, 2-methylguanine, 3- 
methylcytosine, 5-methylcytosine, N6-adenine, 7-methylguanine, 5- 
methylaminomethyluracile, 5-methoxyaminomethyI-2-thiouracile, beta-D- 
mannosylqueosine, 5'-methoxycarboxymethyluracile, 5-methoxyuracile, 2- 
methylthio-N6-isopentenyIadenine, 5-methyl-2-thiouracile, 3-(3-amino-3-N-2- 
carboxypropyl) uracile, 2,6-diarainopurine. Les antisens peuvent aussi etre produits 



m # 

biologiquement a l*aide d'un vecteur d'expression dans lequel Tantisens a 6i6 
sousclone dans une orientation antisens. 

L'antisens pouira le cas echdant etre conjugue avec des molecules peptidiques 
facilitant son transport ou son activite au niveau du site d'action ciblee. On peut 

5 injecter les molecules antisens directement dans une zone cible du tissu, l'antisens 
peut etre lie a des molecules telles que des peptides ou des anticorps capables de se 
lier sp6cifiquement k des recepteurs exprimds k la surface des cellules cibles. 
^administration d'antisens sera telle que ces molecules puissent agir a un niveau 
suffisant dans les mitochondries. 

10 L' invention conceme selon un autre aspect une composition pharmaceutique 
comprenant de Toxaliplatine et au moins un agent anti-resistance capable de stimuler 
Tapoptose mitochondriale, en stimulant Texpression de genes d'apoptose 
mitochondriale ou en bloquant des effecteurs responsable de la resistance. 
Selon une realisation Tagent anti-r6sistaace est un agent de regulation-stimulation de 

15 Texpression du gene Bax, et/ou un agent de blocage d' effecteurs de resistance. 

L'expression de genes d*apoptose mitochondriale peut etre augment6e par le transfert 
d'acides nucleiques contenant une sequence codante pour le g^ne d'apoptose et/ou 
une sequence regulatrice, a Taide de techniques de transfert appropriees pour les 
mitochondries. Ces sequences peuvent Stre liees dans des vecteurs d'expression et 

20 transferees dans les cellules, par exemple a Taide de plasmides. L'acide nucleique 
insere dans le vecteur peut coder la sequence complete de la proteine d'apoptose ou 
un fragment biologiquement actif ayantune activite de preference d'au moins 50, 70, 
90, 95% de Tactivite de la proteine d'apoptose complete. 

Les acides nucleiques utilisables dans les vecteurs d'expression peuvent etre lies 
25 operationnellement a des sequences regulatrices telle qu'une sequence promoteur ou 
enhancer qui stimule leur expression. Ces sequences regulatrices peuvent Stre celles 
associ^es naturellement aux ghnes codant pour des proteines d'apoptose, 
Uhomme du metier connait un grand nombre de techniques appropriees pour le 
transfert d'acides nucleiques dans les cellules par des vecteurs notamment 
30 plasmidiques,, telles que la technique liposome-polybrene, la transfection DEAE 
dextran (Feigner et al., Proc.NatlAcad, Sci.USA 84:7413,1987; Ono et 



al.,Nuerosci.Lett.l 17:259,1990; Brigham et al., Am.J.Me<i.Sci.298:278,1989), 
l'6Iectropration (Neumann et al.EMBO J.7:841.1980), la precipitation au phosphate 
de calcium (Graham et al.. Virology 52:456, 1973; Wigler et al.. Cell 14:725,1978; 
Feigner et al., supra), la microinjection (Wolff et al. Science 247:1465,1990), les 
tecliniques biolistiques. On utilisera de preference des vecteurs appropri^s pour un 
transfert de genes au niveau mitochondrial, par exemple le virus HBV (virus de 
I'hepatite B), transfert d^crit par exemple dans le document US 6 100 068. 
Ainsi, le traitement de la resistance k I'oxaliplatine repose sur I'utilisation de 
nouveaux proc&ies th^rapeutiques, en particulier le recouis k des substances 
chimiques et/ou k des therapies gemques, capables de reduire la resistance en 
restaurant I'activation de I'apoptose mitochondriale normalement provoquee par 
I'oxaliplatine dans les cellules tumorales des cancers colo-rectaux. 

D'autres objets et avantages de I'invention.apparaitront a la lecture de la description 
detainee qui suit, illustree par les figures suivantes : 

- la figure 1 deraontre que La lignee HCTI 16R. resistante k I'oxaliplatine, n'exprime 
pas la proteine Bax. 

- la figure 2 demontre que les lignees HCT116R et SW620R resistent a Traduction 
apoptotique telle qu'elle est provoquee par I'oxaliplatine dans les lignees HCT116 et 
SW620 d'origine. 

- la Figure 3 demontre que les lignees HCT116R et SW620R resistent egalement h 
I'induction apoptotique mitochondriale directe, qui peut etre obtenue sous I'effet des 
agents arsenic et lonidamine. 

Mise en place du modele experimental r 

Les travaux ont ete realises "in vitro" sur des lignees cellulaires de cancer colo-rectal 
(CCR) obtenues aupr^s de la collection Internationale geree aux Etats Unis (ATCC) et 
re-clonees au laboratoire. Ces lignees sont referencees, en particulier par I'Institut 
americain de recherche sur le cancer (NCI/NIH), comme standards pour revaluation 
pharmacologique des drogues anti-tumorales. 



A partir de ces lignees, sensibles h I'eflFet cytotoxique de I'oxaliplatine, les inventeurs 
ont isole des ligntes d^rivees capables de rdsister sp^cifiquement a I'oxaliplatine (et 

no'n'aux aut7e~sliT^^ 

cellules a des concentrations croissantes d'oxaliplatine, dans un schema adapts h 
I'acquisition de la resistance. Les resultats pr6sent^s dans la demande concernent les 
lignees d'origine, HCTl 16 et SW620, ainsi que leurs derivees HCTn6R et SW620R, 
respectivement 70 et 20 fois plus r&sistantes que les lignees d'origine -Tableau 1- . 
Tableau 1 

« Les lignees HCTl 16R et SW620R d6riv6es des lignees de CCR HCTl 16 et SW620 
sont specifiquement r&sistantes k Tcxaliplatine. » 



Lign6e 








cellulaire 


Oxaliplatine 


Cisplatine 


Irinotecan 


HCT116 


0.32rt0.08(1.0]f' 


4.7±1. 8(1.0) 


7.7 ±3.8(1.0) 


HCT116/R 


21.9 ±6.3(68.4) 


13.4 ±6.6(2.9) 


9.5 ±4.2(1.2) 


SW620 


3.4 ±0.6(1.0) 


7 ±1.7 (1.0) 


23.3 ±0.6(1.0) 


SW620/R 


62.3 ± 12.9(18.3) 


9 ± 1.7(1.4) 


11.7 ±2.5 (0.5) 



» La concentration inhibitrice 50 ou IC 5^ est la concentration de medicament qui diminue la 
croissance cellulaire de 50%. Les valeurs d'lC 5^ ont 6t6 mesur^es par le test colorimdtrique WST-1 
aprds incubation du medicament pendant 48 heures. Les valeurs correspondent k la moyenne ± SD 
obtenue k partir d*au moins trois experiences independantes. 
Les nombres entre parentheses correspondent a la r6sistance relative, d^termin^e par le rapport de 
r IC5Q du clone resistant divis^e par I'lCj^ du clone parental. 

Le tableau 1 montre que les Ugnees HCT116R et SW620R sont approximativement 
70 fois et 20 fois plus r^sistantes k roxaliplatiiie que les lignees dont elles d^rivent, 
EUes pr6sentent tres peu ou pas de resistance croisee au cisplatine et k Tirinot^can. 
Leur resistance est done specifique de Toxaliplatine. 

Le travail a 6te mene en parallele sur deux modeles cellulaires de fonds genetiques 
differents de fa9on a pouvoir renforcer la signification des resultats observes ; ainsi, la 



lignee SW 620 est issue d'une m6tastese et possede une prot^ine r^gulatrice p53 mut^e 
alors que la lign^e HCT116 est issue d'une tumeur primitive h instability 
microsatelUite et possede une prot^ine p53 sauvage. L'observation de Talteration de 
I'apoptose mitochondriale associ^e au phenotype resistant (voir plus loin), dans deux 
contextes cellulaires differents, permet de g6n6raliser les resultats et done apportent 
une forte probabilite de son impact medical. 
Exploration du module experimental : 

Les demonstrations essentielles ont 6t6 apport6es sur ces deux lignees distinctes, de 
fa9on a corroborer le caract^re universel de I'invention. Quelques Etudes 
compl&nentaires ont it6 limitees a la lignee HCTl 1 6 et a sa derivee HCTl 1 6R. 
Les m6canismes moleculaires de resistance k I'oxaliplatine des cellules de CCR 6tant 
inconnus, les inventeurs ont etudi6 comparativement I'expression genique des 
phenotypes sensible et resistant dans le modele HCT116 (analyse de transcriptome). 
Les inventeurs ont reussi a identifier un abaissement marque du taux d'ARN 
messagers de certains genes lie a I'apoptose, en particulier du gene Bax implique dans 
la voie dite "Apoptose mitochondriale" (AM). 

Ces observations ont ete renforc6es par I'analyse biochimique (I'immuno-empreinte 
signale la disparition de I'expression de la prot6ine Bax) et par le sequengage du ghne 
Bax (dans la lignee HCTl 16R, une mutation homozygote du gene Bax supprime son 
expression) -Figure 1-. 

La figure 1 montre que la lignee HCTl 16R n'exprime pas la prot6ine Bax, avec ou 
sans traitement a I'oxaliplatine, alors que la lignee HCTn6 d'origine I'exprime sans 
traitement et la sur-exprime aprds traitement par I'oxaliplatine. Un sequen^age a 
d^montr^ que la lignee HCT116R est mutante homozygote (deletion d'une 
d^oxyguanosine) dans une region du g^ne Bax contenant une serie de 8 
d6oxyguanosines (codons 38 k 41), ce qui interdit son expression par d^calage du 
cadre de lecture. La lignee HCTl 16 d'origine etant h6t6rozygote G8/G7, elle exprime 
done normalement le gene Bax. 

L^gende de la figure 1 : detection de Bax par Western-blotting en absence, ou sous 
I'effet d'un traitement, a I'oxaliplatine dans le module HCTl 16. Les cellules sont non 
trait^es ou trait^es par I'oxaliplatine k raison de 15 pendant 48 h (ou 50 nM 




pendant 24 h) avant la preparation des lysats cellulaires. L' expression de la tubuline 
est utilis^e comme controle de depots proteiques equivalents. 

XeV^mventeurs'ont I^tude^fonctFoni^^ *voie;'^n"^ 

liaison avec la resistance a Toxaliplatine. Les principaux r6sultats obtenus sont les 
5 suivants : 

- Dans un premier temps, les inventeurs ont demontre que les lignees HCT116R et 
SW620R, comparativement aux Ugn6es d'origine, sont resistantes a Tinduction 
d*apoptose par Toxaliplatine. Les inventeurs ont egalement v6rifi6 sur le module 
HCTlie que cette resistance a Tapoptose est specifiquement developpee vis a vis de 

10 roxaliplatine, puisque la lign^e HCT116R reste sensible a Tinduction d'apoptose par 
un autre medicament anti-CCR (ririnotecan) dont le m^canisme d'action est different 

- Figure 2A/2B/2C/2D - , 

La figure 2 monti-e que les lignees HCT116R et SW620R resistent a Tinduction 
d'apoptose par Toxaliplatine- Cette resistance a ete specifiquement developpee vis a • 

15 vis de Poxaliplatine : la lign^e HCT116R ne resiste pas k Tinduction apoptotique 
provoquee par un medicament anti-CCR au mode d'action different, Virinotecan (2A, 
2B, 2D). La resistance a Tinduction d'apoptose par Toxaliplatine, observ^e par 
cytofluorim^trie apr^s marquage par Tannexine V, est confirai^e par le defaut 
deactivation de la caspase 3 (2C). 

20 Legende de la figure 2 : les cellules HCTl 16 (et R) et SW620 (et R) sont trait^es, 
durant 48 hrs prealablement a la determination du degre d'apoptose, par Toxaliplatine 
(2A et 2B) ou un autre medicament anti-CCR, Tirinotecan pour les cellules HCTlie et 
HCT116R (2D). Un controle est realise sans contact avec aucun medicament (Co). Le 
degre d'apoptose est alors determine en cytofluorom6trie utilisant le marquage par 

25 I'annexin V. Independamment, Tactivation de laproteine effectrice d'apoptose Caspase 
3 a €t6 evaluee dans les cellules HCTl 16 et HCTl 16R apr^is traitement durant 24hrs 
avec Toxaliplatine afin de valider Tentr^e en apoptose des cellules telle qu'observ6e 
par cytofluorometrie(2C). 

- Dans un deuxifeme temps, les inventeurs ont demontre que la resistance a Papoptose 
30 induite par I'oxaliplatine des lignees HCT116R et SW620R s'accompagne d'une 



resistance h rinduction de Fapoptose par deux agents chimiques connus pour 6tre des 
activateurs directs de I'AM (trioxide d'arsenic et lonidamine). -Figure 3 - 
La figure 3 montre que les lignees HCTl 16R et SW620R sont r6sistantes a Tinduction 
apoptotique sous I'effet des activateurs directs de I'AM que sont Tarsenic et la 
5 lonidamine. 

L^gende de la figure 3 : les cellules HCTl 16 (et R) et SW620 (et R) sont tr^tees, 
prealablement a ie determination du degre d'apoptose, durant 24 hrs par le trioxide 
d'arsenic (As), la lonidamine (LND) ou sont laiss6es sans traitement (contrdle, Co). 
Le degre d'apoptose est alors determine en cytofluoromdtrie apr^s marquage au 
10 colorant "Mitocapture" qui fluoresce differerament dans les cellules apoptotiques et 
les cellules intactes (en relation avec I'integrite mitochondriale). 

Les inventeurs ont ainsi demontre que des alterations g6n6tiques, biochimiques et 
fonctionnelles de I'apoptose sont associees.a la resistance a Toxaliplatine- Elles 
15 concement deux lignees cellulaires de CCR s61ectionnees s6par6ment pour leur 
resistance spdcifique a Toxaliplatine. La pertinence de cette selection est validee par 
les caract^ristiques suivantes : . .. .. 

- L'acquisition de resistance a Toxaliplatine est sp6cifique puisqu'elle ne 
s'accompagne pas d'mie acquisition de resistance au cisplatine (molecule apparent^e 

20 et presentant tres frequemment une resistance crois^e a Toxaliplatine) ou a 
i'irinotecan (autre molecule indiquee dans le traitement du CCR en alternative de 
Poxaliplatine ou en association). 

- La resistance a I'oxaliplatine, ain$i que les alterations fonctionnelles (resistance a 
I'apoptose) sont observees pour une concentration d'oxaliplatine 6quivalente au pic 

25 plasmatique chez Thomnie au cours des traitements. / 
Les inventeurs ont demontre que la resistance a Tapoptose s'exerce au niveau 
mitochondrial. Cela est notamment demontr^ par des essais avec des inducteurs 
directs de TAM. Ces alterations sont done des marqueurs diagnostics de la resistance 
des cancers colo-rectaux a Toxaliplatine. De plus, il est probable que la modulation 

30 phamiacologique de la voie de I'AM, pemiettra'de restaurer tout ou partie de la 
sensibilite des CCR a Toxaliplatine. Les inventeurs ont en effet v6rifie, par une etude 




de plusieurs mois de suivi des lign^es cellulaires derivees, que leur phenotype de 
resistance est spontanement reversible en Tabsence de pression pharmacologique (= 
culture celluiaire sans oxaliplatine). Cette reversibilite, totale ou partieUe selon les cas, 
permet de prevoir une reversion sous Teffet d'une substance contrariant ou 

5 contournant les mecanismes de resistance au sein de I'AM, 

Les inventeurs ont en outre d6velopp6 la purification de mitochondries A partir de 
lign^es sensibles et resistantes afin d'isoler et de tester les effecteurs putatifs de la 
resistance (comme le PTPC), ainsi que des agents de blocage de ces effecteurs (ARN 
anti-sens, substances d6}k connues pour bloquer un mecanisme physiologique au 

10 niveau de TAM...)- L'invention couvre egalement la ntiise en oeuvre de transferts de 
gene restaurant le phenotype de sensibilite a T oxaliplatine, et de procedes de criblage 
de nouvelles entites chimiques permettant de contrarier ou contoumer la resistance, a 
partir des effecteurs comme cibles et de banques de substances chimiques comme 
sources* 
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REVENDICATIONS 

L Precede de detection in vitro de la resistance de cellules cancereuses k un 
traitement a Toxaliplatine caracterise en ce qu'il comprend la mesure de Tapoptose 
5 mitochondriale de cellules cancereuses traitees ou pouvant ou devant etre traitdes h 
roxaliplatine. 

2. Procede selon la revendication I caracterise en ce que le cancer est un cancer 
traite k roxaliplatine, notamment un cancer colorectal, un cancer des ovaires, un 
cancer des cellules germinales, un cancer du poumon, un cancer des voies digestives, 

10 un cancer de la prostate, un cancer du pancreas, un cancer de Tintestin grele, un 
cancer de Testomac. 

3. Precede selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce quMl comprend la 
mesure de T expression d'au moins un gene d'apoptose mitochondriale. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications I k 3 caracterise en ce 
15 qu'il comprend, la mesure de Pexpression d'au moins un gene codant pour une 

prot^ine .Bax, Bcl-2, cytochrome c. 

5. Procede selon la revendication 3 ou 4 caracterise en ce quMI comprend la 
mesure des ARNm transcrits des genes d'apoptose mitochondriale. 

6- Proc6d6 selon la revendication 3 ou 4 caracterise en ce qu'il comprend la 
20 mesure de la quantite et/ou de Tactivite de proteines d'apoptose mitochondriale dans 
les cellules cancereuses. 

7. Procede de detection in vitro de la resistance de cellules cancereuses a un 
ti'aitement a Toxaliplatine caracterise en ce qui] comprend la detection d'au moins 
une mutation indicatrice d'une apoptose mitochondriale deficiente en cas de 

25 traitement k Toxaliplatine, notamment d'une mutation dans une region du g6ne Bax 
contenant une serie de 8 ddoxyguanines. 

8. Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications 1 a 6 caracterise en ce 
qu'il comprend : 

a) la determination du niveau d' apoptose mitochondriale, et/ou du niveau 
30 d'expression d'au moins un gene d*apoptose mitochondriale, sur des cellules 
cancereuses prelevees chez un patient ; 



b) la comparaison du niveau mesure avec un echantillon controle de cellules non 
resistantes a roxaliplatine. 

9. Precede selon la revendication 6 caracteris^ en ce qu'il coraprend la mise en 
contact des cellules cancereuses avec un anticorps capable de reconnaitre une 
proteine d'apoptose mitochondriale ou un fragment biologiquement actif, et la mise 
en Evidence du complexe antigfene-anticorps eventuellement forme. 

10. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 5 caract^ris^ en ce 
qu'il met en oeuvre une sequence amorce ou sonde specifique de gdne d*apoptose 
mitochondriale. 

1 1 . Precede selon la revendication 10 caracterise en ce qu'il comprend 

a) eventuellement Tisolement de I'ADN mitochondrial a partir de Techantillon 
biologique a examiner, ou Tobtention d'un ADNc a partir de TARN de rechantillon 
biologique ou d' ADN genomique ; 

b) Tamplification specifique de I'ADN du a) k I'aide d'au moins une amorce 
d'amplification de gene d'apoptose mitochondriale, 

12. Procede selon la revendication 10 caracteris6 en ce qu'il comprend 

a) la mise en contact d'une sonde nucleotidique d'un gene d*apoptose avec 
rechantillon biologique analyse, Tacide nucleique de Techantillon ayant le cas 
echeant prealablement ete rendu accessible a Thybridation, dans des conditions 
permettant I'hybridation de la sonde et de Tacide nucleique de I'echantillon ; 

b) la mise en evidence de Thybride eventuellement forme. 

13. Procede de selection de compose inhibiteurs de la resistance de cellules 
canc6reuses a Toxaliplatine, caracteris6 en ce qu'il comprend : 

a) l*addition d'au moins un compost candidat a des cellules cancereuses rdsistantes k 
roxaliplatine ; 

b) la comparaison du niveau d'apoptose mitochondriale et/ou d' expression d'au 
moins un gene d'apoptose en presence et en absence du compose ; 

c) la deduction de Teffet anti-r6sistance lorsque le niveau d'apoptose mitochondriale 
est superieur apr^s Taddition du compose, ou lorsque le niveau d'expression est 
superieur dans le cas ou le gene est un gene stimulateur d'apoptose mitochondriale. 



ou lorsque le niveau d'expression est inf^rieur dans le cas ou le g6ne est un g^ne 
inhibiteur d*apoptose mitochondriale. 

14. Utilisation d'au moins un agent anti-resistance a Toxalipatine stimulateur de 
I'apoptose mitochondriale, pour la preparation d'un medicament chez des patients 
5 presentant ou susceptibles de presenter une resistance a i'oxaliplatine. 

15- Utilisation selon la revendication 14 pour la preparation d'un medicament 
centre un cancer colorectal, des ovaires, des cellules germinales, du poumon, des 
voies digestives, de la prostate, du pancreas, de Tintestin grele, de Testomac. 

16. Utilisation selon la revendication 14 pour la preparation d'un medicament 
10 centre les cancers colorectaux. 

17. Utilisation, en association, d'un agent anti-resistance a Toxaliplatine et 
d^oxaliplatine, dans une administration simultanee, separee ou espacee dans le temps, 

18. Utilisation d'au moins un agent anti-resistance a Toxalipatine obtenu par un 
precede de selection selon la revendication 13, pour la preparation d'un medicament 

15 chez des patients presentant ou susceptibles de presenter une resistance k 
Toxaliplatine. 

19. Composition comprenant de Toxaliplatine et au moins un agent anti- 
resistance capable de stimuler Tapoptose mitochondriale. 

20. Composition selon la revendication 19 caracteris6 en ce que Tagent 
20 stimulateur est un agent de regulation-stimulation de Texpression du gene Bax, et/ou 

un agent de blocage d'effecteurs de resistance . 

21. Kit de diagnostic de la resistance d'un cancer a Toxaliplatine en ce qu'il 
comprend : 

a) un anticorps monoclonal ou polyclonal ; 
25 b) eventuellement les r^actifs pour la constitution du milieu propice a la reaction 
immunologique ; 

c) eventuellement les reactifs permettant la mise en evidence des comples antigenes- 
anticoips preduits par la reaction inununologique, 

22 Kit de diagnostic de la resistance d'un cancer a I'oxaliplatine caracterise en ce 
30 quMl comprend des moyens d'extraction de TADN mitochondrial de cellules 



oil lorsque le niveau d' expression est inferieur dans le cas ou le gene est un gene 
inhibiteur d'apoptose mitochondriale. 

14. Utilisation d*au moins un agent stimulateur de Tapoptose mitochondriale, 
notamment choisi panni le TNF, le FasL, le glutamate, rHerbimycin A, le Paraquat, 
5 des inhibiteurs de prot6ines kinase tels que la Staurosporine, la Calphostin les 
d6rives de la d-eiythro-sphingosuie, le clilorure de Chelerythrine, des inducteurs de 
MAP kinase tels que rAnisomycine, des inducteurs de MPT pour la preparation d'un 
medicament chez des patients pr6sentant ou susceptibles de presenter une resistance k 
Toxaliplatine, 

10 15. Utilisation selon la revendication 14 pour la preparation d'un medicament 
centre mx cancer colorectal, des ovaires, des celliiles germinales, du poumon, des 
voies digestives, de la prostate, du pancreas, de Tintestin grele, de Testomac. 
16. Utilisation selon la revendication 14 pour la preparation d'un medicament 
contre les cancers colorectaux. 

15 17. Produit contenant Toxaliplatine et un agent stimulateur d*apoptose 
mitochondriale, notamment choisi parmi le TNF, le FasL, le glutamate, rHerbimycin 
A, le Paraquat, des inhibiteurs de proteines kinase tels que la Staurosporine, la 
Calphostin C, les derives de la d-erythro~sphingosine, le chlonire de Chelerythrine, 
des inducteurs de MAP kinase tels que TAnisomycine, des inducteurs de MPT 

20 comme produit de conibinaison pour une utilisation simultande, separee ou espacee 
dans le temps en tant qu'anti-canc6reux. 

18. Composition comprenant de Toxaliplatine et au moins un agent anti- 
resistance capable de stimuler Tapoptose mitochondriale, choisi parmi le TNF, le 
FasL, le glutamate, rHerbimycin A, , le Paraquat, des inhibiteurs de prot6ines kinase 

25 tels que la Staurosporine, la Calphostin C, les derives de la d-erythro-sphingosine, le 
chlorure de Chelerythrine, des inducteurs de MAP kinase tels que T Anisomycine, des 
inducteurs de MPT. 

1 9. Kit de diagnostic de la resistance d^un cancer a Toxaliplatine caracterise en ce 
qu'il comprend : 

30 a) au moins un compartiment adapte pour contenir une sonde ; 



canc6reuses, des moyens de detection et d' amplification d'ARNm de gdnes 
d'apoptose mitochondriale ou d' ADN genomique. 

23. Kit de diagnostic de la resistance d'un cancer a Toxaliplatine caracterise en ce 
qu'il comprend : 

a) au moins un compartiment adapte pour contenir une sonde ; 

b) eventuellement les reactifs n^cessaires a la mise en oeuvre d'une reaction 
d 'hybridation ; 

c) Eventuellement au moins une amorce et les reactifs necessaires a une reaction 
d*amplification de T ADN. 



b) eventuellement les reactifs necessaires k la mise en oeuvre d'une reaction 
d'hybridation ; 

c) 6ventueUement au moins une amorce et les r6actife n6cessaires k'une r6actioa 
d' amplification de I'ADN. 
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Figure 2b 
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Figure 3a 
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